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(CpG ジヌクレオチド配列) が存在し、全 CpG ジヌクレオチドの 60～90%にメ
チル化が観察される[7, 8]。このゲノムの CpG ジヌクレオチド配列のメチル化
は、原核生物から真核生物のほ乳類動物に至るまで、一部の例外を除き、シトシ
ン塩基 5 位の炭素がメチル化修飾され (DNA メチル化)、生理的条件下で起こる















である DNA シトシンメチル基転移酵素 (Dnmt1) 遺伝子をノックアウトした
マウスでは、妊娠中期で胎生致死となり、ゲノム全体のメチル化レベルは野生型
に比べ低下する[13]。 























この精子の質を決める大部分の DNA メチル化様式は、出生前後の前精祖細胞 
(prospermatogonia; PSG) において決定されるといわれている[20-23]。このと
き、父性インプリント調節領域を含めたグローバルな DNA メチル化 (～80%の
CpG のシトシンがメチル化される) が起こり、その一方で母性インプリント調
節領域は脱メチル化される[19, 24, 25]。出生後、PSG は体細胞分裂を開始し、
自己複製能と精子への分化能を有する精祖細胞 (spermatogonia; SG) に分化す




子形成関連遺伝子群のプロモーター領域において、出生直後の PSG や SG の一
部に高メチル化されたものが含まれており、若齢と性成熟後の SG ではそのメ
チル化様式が解消されると報告された[28]。 


















様式の変化を明らかにし (第 2 章) 、それを指標に精子の質的評価への応用を目



















































 本研究で用いた C57BL/6N 雄マウス ( SLC, Inc., Hamamatsu, Japan) は、








指標に、性成熟早期として 7 匹の生後 8 週齢 (8w)、繁殖期として 3 匹の 18 週
齢 (18w)、繁殖期晩期として 7 匹の 68 週齢 (68w) の雄マウスを頚椎脱臼によ
り安楽死させ、精巣上体尾部を採取した。精巣上体尾部にマイクロ剪刀で小さな
切れ込みを入れ、注射針で精子塊を採取した。不純物の除去のため、1～1.5 時
間、前培養していた HTF 培地 (下記に作成・調整方法の詳細を記載した) [42]に
精子塊を 37℃、5%の CO2条件下で培養し、上清を採取した (スイムアップ法)。
上清を PBS で 3 回洗浄した後、使用時まで-80℃で凍結保存した。尚、精子の
採取法による体細胞のコンタミネーションは核染色による形態観察により確認





アルデヒド (Sigma-Aldrich Japan, Tokyo, Japan) により室温で 30 分間固定
し、0.1%ウシ血清アルブミン(bovine serum albumin; BSA)-PBS (-) (Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan) で 2 回洗浄した。そして、1 µg/ml ヘキスト 33342 
(Nacalai Tesque) で 室温で 10 分間染色し、0.1%BSA-PBS (-) で 2 回洗浄した




＜HTF stock 液の作製＞ 
Antibiotics stock (×100) / 10 ml 
- Penicillin G (Meiji Seika Pharma Ltd., Tokyo, Japan) 286.0 mg 
- Streptomycin (Meiji Seika Pharma) 228.0 mg 
- MilliQ 水 10.0 ml 
 
Stock A (×10) / 50 ml 
- NaCl (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan) 2969.0 mg 
- KCl (Wako Pure Chemical Industries) 175.0 mg 
- MgSO4 ･7H2O (Wako Pure Chemical Industries) 24.5 mg 
- KH2PO4 (Wako Pure Chemical Industries) 25.0 mg 





- Na-lactate (60%) (Sigma-Aldrich Japan) 1.55 ml 
- 1% phenol red (Wako Pure Chemical Industries) 0.5 ml 
- Antibiotics stock (×100) 0.5 ml 
- MilliQ 水  47.5 ml 
 
Stock B (×100) / 10 ml 
- CaCl2･2H2O (Wako Pure Chemical Industries) 297.0 mg 
- Antibiotics stock (×100) 0.1 ml 
- MilliQ 水                             9.9 ml 
 
Stock C (×10) / 50 ml 
- NaHCO3 (Wako Pure Chemical Industries) 1050.0 mg 
- Antibiotics stock (×100) 0.5 ml 
- MilliQ 水                              49.5 ml 
 
Stock D (×100) / 10 ml 
- Na-pyruvate (Wako Pure Chemical Industries) 36.0 mg 
- Antibiotics stock (×100) 0.1 ml 






＜HTF 培地 (10 ml) の調整＞ 
- BSA (Sigma-Aldrich Japan) 50.0 mg 
- Stock A (×10) 1.0 ml 
- Stock B (×100)  0.1 ml 
- Stock C (×10) 1.0 ml 
- Stock D (×100) 0.1 ml 
- MilliQ 水 7.8 ml 
・調整後、0.2 μm フィルターでろ過滅菌を行い、1 週間以内に実験に用いた。 
 
Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS)  
 精子ゲノム DNA 抽出は、既報に従った[43]。精子を Lysis buffer (0.14 mM 
β-mercaptoethanol, 0.24 mg/ml proteinase K, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
[pH 8.0], 10 mM EDTA [pH 8.0] and 0.1% SDS) (Wako Pure Chemical 
Industries) に加え、55℃で一昼夜、反応させた。反応終了後、フェノール/クロ
ロホルム抽出とエタノール沈殿により精製を行い、適量の TE buffer (10 mM 
Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0]) (Wako Pure Chemical Industries) に
溶解させ、使用時まで-80℃で保存した。精製したゲノム DNA は、Qubit dsDNA 
HS Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) により定量を行った。 
 RRBS ライブラリーの調整法は、既報に従った[44]。具体的には、20ng の精





3’-5’ exo- (NEB) を用いた end repair/dA-tailing reaction を行い、Illumina 
sequencing adapters を T4 DNA ligase (NEB) により、ライゲーションを行っ
た。この反応液を NuSieve 3:1 agarose (Lonza Japan, Tokyo, Japan) にて作成
したゲルで電気泳動し、150～350bp の DNA 断片を切り出し、MinElute Gel 
Extraction kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) により精製した。精製した DNA
断片を、EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA) 
を用いて、バイサルファイト反応に供した。ライブラリー増幅やインデックスは、
KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix (2×) (Kapa Biosystems, Woburn, MA, 
USA) を用いた。その際、ライブラリー増幅は、95℃ にて 2 分間の熱変性後、
98℃ にて 20 秒の熱変性、65℃にて 30 秒のアニーリング、72℃にて 30 秒の伸
長反応を 13 サイクルさせ、最後に 72℃ にて 1 分間の伸長反応、という条件で
行った。その後、RRBS ライブラリーを Agencourt AMPure XP (Beckman 
Coulter, Brea, CA, USA) で精製し、Kapa Library Quantification Kit (Kapa 
Biosystems) にて定量を行った。TruSeq SR Cluster Kit v3-cBot-HS (Illumina, 
CA, USA) と TruSeq SBS Kit v3-HS (Illumina) を使って、HiSeq 2500 
platform (Illumina) による 100-bp single-end reads のシーケンシングを行っ
た。シーケンスリードの情報は、Illumina standard base-calling pipeline 
(v1.8.2) (Illumina) により処理後、インデックスとアダプター配列を除去した。
シーケンスリードの最初と最後の４塩基ずつを除去し、Bismark (v.0.9.0) を用





にマッピングを行った。それぞれの CpG サイトのメチル化レベルは、Bismark 
methylation extractor にて算出した。本研究では、≧5 のシーケンスリードが
カバーされた CpG サイトを解析対象とした。 
 
ゲノム領域のアノテーション 
 UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) から、アノテーションに
用いる Refseq gene やリピート配列の情報をダウンロードした。ただし、Refseq 
gene の情報に含まれる microRNA あるいは small nucleolar RNA の情報は解
析では使わなかった。プロモーター領域は、Refseq gene の転写開始点から上流




The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
(DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/) に基づいて、統計解析した[45]。 
 
グラフの図示 
 CpG サイトのメチル化レベルは、Integrative Genomics Viewer (IGV) ソフ
トウエア (http://www.broadinstitute.org/igv/) を用いて図示した。棒グラフは、





ク ラ ス タ リ ン グ 解 析 は 、 Cluster 3.0 ソ フ ト ウ エ ア 
(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm) を用いて統計





あるプロモーター領域は、≧5%のメチル化レベルの差かつ P < 0.05 (Welch-
ANOVA [46] with Benjamini-Hochberg (BH) correction [47]) のものを同定し





精子ゲノムにおける DNA メチル化様式 
加齢性変化によるゲノム全体の DNA メチル化様式について調べるため、性成
熟早期の 8w (n = 7)、繁殖期の 18w (n = 3)、繁殖期晩期の 68w (n = 7) のマウ
ス精子をゲノム網羅的 DNA メチル化解析 (RRBS) に供した。全てのサンプル








たことに加え、精子の典型的な DNA メチル化様式を示した (図 1)。次に、ゲノ
ム領域について、メチル化レベルを詳細に比較した (表 1)。加齢に伴い長鎖散在
反復配列 (LINE) のメチル化レベルは徐々に上昇した。さらに、LINE に含ま



















タリング解析したところ、大きく 2つのクラスター (I、II) に分かれた (図 2A)。




く分布していた (図 2B)。 
次に、クラスター I に 3 つの母性インプリント領域 (Plagl1、Gnas、Peg3) 
が含まれていたため (図 2A)、他の母性インプリント調節領域についてもメチル
化レベルを比較した。その結果、全ての母性インプリント調節領域において、
18w や 68w よりも 8w 精子においてメチル化レベルが 5～10%高かった (図 3-
1、3-2，3-3、4)。 
最後に、それぞれのクラスターに含まれている遺伝子群の機能について、GO
解析によって調べた。クラスター I には、精子形成関連遺伝子群 (精子形成や減
数分裂に関わる遺伝子群) が有意に含まれていることがわかった (図 5A)。精子
形成関連遺伝子群のプロモーター領域のメチル化レベルを比較したところ、他
の群よりも 8w 精子において 5～10%高いことがわかった (図 5B)。クラスター 
II には、細胞突起に関連する遺伝子群が含まれていることがわかった (図 6A)。
このクラスター II に含まれる遺伝子群は、18w や 68w よりも 8w 精子におい
てプロモーター領域のメチル化レベルが 5～20%低かったが、細胞突起に関連す











た(図 3-1、3-2，3-3、4)。この精子集団のメチル化レベルの分布は 2 つの可能性
が挙げられる。①一部の精子が高メチル化されている (図 7、パターン 1)、もし
くは、②全ての精子が均一に 5～10%メチル化されている (図 7、パターン 2) で
ある。これらの可能性を検証するため、母性インプリント調節領域と精子形成関
連遺伝子群を対象に、個々のシーケンスリードの解析を行った。その際、シーケ
ンスリードには≧5 CpG サイトが含まれており、かつ≧20 シーケンスリードが
含まれている領域を解析対象とした。その結果、母性インプリント調節領域と精
子形成関連遺伝子群において、18w と 68w 精子の大部分のシーケンスリードは
低メチル化 (≦20%) されていたが、8w 精子では 5～10% 程度のシーケンスリ
ードが高メチル化 (≧80%) されていることがわかった (8w の精子集団は、パ









 母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群において、8w 精子は 18w
や 68w 精子に比べて、メチル化レベルが 5～10%高いことがわかった。そして、




[19, 24, 25]。しかし、近年、これらの領域において、出生直後の PSG や SG に
不完全なメチル化様式のものが含まれており、若齢 (12～14 日齢) と性成熟後
の SG では不完全なメチル化様式が解消されると報告された[28]。この SG で同
定された領域における DNA メチル化様式の変化は、8w 精子から 18w や 68w
精子への DNA メチル化様式の変化と似ていた。このことから、性成熟直後にお













れることや[39]、7 週齢の BALB/cAnN マウス由来の奇形精子は、6～10 ヶ月齢
由来と比べ、顕微授精後の 2 細胞期胚の発生率が低いことが報告された[54]。今
後、C57BL/6N マウス精子の DNA メチル化様式と形態、発生能力との相関を明
らかにしていく必要があると考えている。 
 Milekic らは、3 ヶ月齢由来マウス精子と比較して、加齢した 12～14 ヶ月齢
由来では、遺伝子近傍のメチル化レベルが有意に低下したと報告している[29]。
それに対し、本解析の結果、LINE では加齢に伴いわずかにメチル化レベルの上
昇が観察されたものの、多くの領域では 18w と 68w のメチル化レベルにほとん
ど差はなかった。この既報との結果の差異は、マウスの系統 (本解析では
C57BL/6Nに対して、Milekicらの解析では129SvEv/Tac) やゲノム網羅的DNA
メチル化解析の方法 (本解析では RRBS を用い、Milekic らの解析では Methyl-
MAPS を使用)、精子の採取方法 (Milekic らの解析では、採取方法は示されて
いない)、解析対象とした個体の週齢といったことに起因する可能性が考えられ










全ゲノムバイサルファイトシーケンシング (Post bisulfite-conversion adaptor 
tagging; PBAT) による解析などが期待される。 
 ヒト精子では、≦45 歳と＞45 歳の精子を比較した場合、LINE のメチル化レ
ベルが上昇すると報告されている[30]。本研究結果では、マウスにおいても加齢
に伴って LINE のメチル化レベルが上昇することを示した。LINE のメチル化
レベルの上昇は、レトロトランスポゾンの発現を抑え、ゲノムの安定性の維持に
















































この GnRH の放出により、脳下垂体の性腺刺激ホルモン (卵胞刺激ホルモン 
(Follicle-stimulating hormone; FSH) と 黄 体 化 ホ ル モ ン  (Luteinizing 
hormone; LH)という 2 種のホルモン) が血中へと放出される。精巣では、FSH






(Gonadotropin-inhibitory hormone; GnIH) が GnRH ニューロンの活動を抑え















 本研究で用いた C57BL/6N 雄マウス (Japan SLC, Inc.) は、午前 7 時点灯、
午後 7 時消灯 (12 時間の明暗サイクル)、室温 24℃および湿度 40～60%の環境
下で飼育した。雄マウスを離乳後、4 週間の異なる 2 つの生育環境条件下、集団















 UCSC Genome Browser から、アノテーションに用いる Refseq gene の情報
をダウンロードした。ただし、Refseq gene の情報に含まれる microRNA ある
いは small nucleolar RNA の情報は解析では使わなかった。プロモーター領域












 CpG サイトのメチル化レベルは、Integrative Genomics Viewer (IGV) ソフ
トウエア (http://www.broadinstitute.org/igv/) を用いて図示した。棒グラフは、
R (http://www.R-project.org/) の ggplot2 パッケージによって作成した。 
 
精巣の採取 






Tesque, Kyoto, Japan) で一昼夜固定した。脱水は 100%エタノール (Nacalai 
Tesque) を一日ごとに交換し、二晩かけて脱水した。脱水後、キシレン (Nacalai 
Tesque) で 2 時間、3 回浸漬し、脱アルコールを行った。あらかじめパラフィン













精巣切片の免疫組織染色 (5-mC) による局在解析 
スライドグラス上の切片をキシレンに 20 分間、3 回浸漬し、パラフィンを除
去した。その後、親水化は 100%エタノールに 2 回、90%、80%、70%エタノー
ルに 1 回ずつ 10 分間浸漬した後、蒸留水に 5 分間、2 回浸漬することで行った。
98℃に加温しておいた Histo VT One (pH7.0) (Nacalai Tesque) 内で 33 分間保
持して抗原の賦活化を行った。20 分間、流水に浸し、PBS (-) で 2 回洗浄後、
Blocking One (Nacalai Tesque) を滴下して 30 分間ブロッキングを行った。1
次抗体反応として、mouse monoclonal anti -5-methylcytidine antibody (5-mC, 
sc-56615; Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) を 30% Blocking One-
PBS (-) で 200 倍希釈した溶液を滴下し、4℃のモイストチャンバー内で一晩反
応させた。PBS (-) で 2 回洗浄した後、2 次抗体反応および核染色を行った。二
次抗体反応と核染色は、30% Blocking One-PBS (-) で Alexa Fluor 488 goat 
anti-mouse IgG (200 倍希釈; Santa Cruz Biotechnology) および propidium 
iodide (PI, 5000 倍希釈; Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を滴















る。図 9A で示すように、1 つは精細管の長軸方向 (x 軸)、もう１つは精細管の
















 全ての統計解析の結果は、R を用いて計算した。2 群間の差は、Student’s t-
test により判定し、P < 0.05 を有意とした。 
 
第３節 結果 
社会的生育環境による精子ゲノムにおける DNA メチル化様式の変化 
社会的生育環境によるゲノム全体の DNA メチル化様式について調べるため、
離乳後から社会的生育環境にて飼育した性成熟早期の 8w マウス精子を採取し、
ゲノム網羅的 DNA メチル化解析 (RRBS) に供した。全てのサンプルで共通し
た 1,226,045 CpG サイトが検出でき、その後の解析ではこの共通の CpG サイ
トについて解析した。まず、遺伝子領域とその近傍について比較したところ、す
べての群において同様の DNA メチル化様式が観察されたことに加え、精子の典
型的な DNA メチル化様式を示した (図 10)。次に、ゲノム領域について、メチ
ル化レベルを詳細に比較した。社会的生育環境により、ゲノム全体のメチル化レ
ベルは、単飼マウスは群飼マウスに比べて、高い傾向を示した (P = 0.052) (図














群飼に比べて高く、特に、Impact や Asz1、Piwil2 において、有意に 5%程度高









ケンスリードの割合が大きいことがわかった (図 13A、13B)。 
 
社会的生育環境による雄性生殖細胞系列の DNA メチル化様式の変化 







標となる DNA メチル化修飾の５－メチルシトシン (5-mC) を組織化学的に検
出した。免疫蛍光染色による 5-mC の局在解析に加え、単一細胞における 5-mC
量と DNA 量 (PI) との割合を蛍光強度で測定し、半定量的にメチル化レベルを
評価した。局在様式に変化は観察されなかったが (図 14)、定量解析では、単飼
マウスは群飼マウスに比べて、減数分裂直前のパキテン期精母細胞から 5-mCレ












































 以上より、社会的生育環境により、雄性生殖細胞系列と精子の DNA メチル化
様式に差があることを示した。また、個別飼育由来のマウス精子は、集団飼育由
来に比べて、不完全なメチル化様式のものが多く含まれていた。個別飼育によっ




















































された種雄牛 (56～61 ヶ月齢) から精液の配布が開始され、繁殖晩期 (16～17
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表 1. ゲノムにおける DNA メチル化様式の加齢性変化。それぞれのゲノム領域 (プ
ロモーター領域、エクソン領域、イントロン領域、遺伝子間領域、レトロトランスポ
ゾン領域) の平均のメチル化レベル (%) を示す。L1 エレメントは進化年代の順に並
べた[71]。全てのデータは平均±標準誤差で示した。異なるアルファベットは有意差







1.08 ± 0.02 a 1.08 ± 0.02 a 1.00 ± 0.02 a
14.26 ± 0.08 a 14.37 ± 0.02 a 14.33 ± 0.03 a
21.93 ± 0.09 b 22.93 ± 0.02 a 22.84 ± 0.03 a
37.39 ± 0.17 b 38.46 ± 0.08 a 38.51 ± 0.06 a
80.04 ± 0.19 c 82.00 ± 0.10 a 83.06 ± 0.14 b
67.16 ± 0.30 b 68.41 ± 0.13 a 68.77 ± 0.12 a
69.26 ± 0.19 b 71.70 ± 0.06 a 71.43 ± 0.04 a
Evolutionary ages L1 elements
<1.5 million years L1MdT 87.19 ± 0.17 c 88.84 ± 0.09 a 90.21 ± 0.11 b
L1MdA 83.08 ± 0.21 c 85.20 ± 0.18 a 86.41 ± 0.17 b
L1MdGf 85.67 ± 0.35 c 87.02 ± 0.14 a 88.62 ± 0.17 b
1.5–6 million years L1MdF3 79.82 ± 0.29 c 81.67 ± 0.09 a 82.51 ± 0.15 b
L1MdF2 81.64 ± 0.18 c 83.48 ± 0.10 a 84.72 ± 0.20 b
L1MdF 80.15 ± 0.20 c 81.52 ± 0.02 a 83.68 ± 0.25 b
L1VL1 75.95 ± 0.36 c 77.36 ± 0.16 a 78.39 ± 0.14 b















図 1. 転写開始点とその近傍の DNA メチル化様式の加齢性変化。転写開始点 





































図 2. メチル化レベルの異なるプロモーター領域のクラスタリング解析 (A)、ク














































































































図 5. クラスター I の遺伝子群を対象とした GO 解析 (A) および精子形成関連
遺伝子群のプロモーター領域のメチル化レベル (B)。値は、平均±標準誤差を示




メチル化レベル (％)  















図 6. クラスター IIの遺伝子群を対象としたGO解析 (A) および細胞突起関連
のプロモーター領域のメチル化レベル (B)。値は、平均±標準誤差を示す。図中

























































図 8. 母性インプリント調節領域 (A) と精子形成関連遺伝子群 (B) における
個々のシーケンスリード解析。  
A 
シーケンスリード (％)  シーケンスリード (％)  
メチル化レベル (%)  
メチル化レベル (%)  





図 9. (A) 精子発生過程における雄性生殖細胞系列の形態変化。精細管の長軸方
向 (x 軸)、精細管の断面を基底膜から中心に向かう方向 (y 軸) とすると、生殖
細胞は１つのセルトリ細胞に接着しつつ、分化するにつれ、y 軸プラス方向 (精
細管断面の中心に向かう方向) に移動する[63]。図は文献[63]から引用したもの
を一部改変した。(B) 精細管周期 (ステージ I-XII) と雄性生殖細胞系列の関係。
精細管断面のステージ I、V、VIII、X、XII を対象に雄性生殖細胞を特定した。
ステージ I では、精祖細胞 (SG)、初期パキテン期精母細胞 (eP-SPC)、step1 の
円形精子細胞 (R-SPD)、step13 の伸長精子細胞 (E-SPD)。ステージ V では、
SG、パキテン期精母細胞 (P-SPC)、step5 の R-SPD、step15 の E-SPD。ステ
ージ VIII では、プレレプトテン期精母細胞 (PL-SPC)、P-SPC、 step8 の R-
SPD、step16 の E-SPD。 ステージ X では、レプトテン期精母細胞 (L-SPC)、
終期パキテン精母細胞 (lP-SPC)、step10 の伸長精子細胞 (Eg-SPD)。 ステー
ジ XII では、ザイゴテン期精母細胞 (Z-SPC)、減数分裂期精母細胞 (2nd-SPC)、













図 10. 転写開始点とその近傍の DNA メチル化様式。転写開始点 (TSS) 上流 5 
























メチル化レベルの比較 (A 、B、C)。全ゲノム領域 (A)、プロモーター領域、エ
クソン領域、イントロン領域、遺伝子間領域 (B)、およびレトロトランスポゾン
領域 (C) の平均のメチル化レベル (%) を示す。値は、平均±標準誤差を示す。






































図 13. 母性インプリント調節領域 (A) と精子形成関連遺伝子群 (B) における
個々のシーケンスリード解析。高メチル化 (60-100%) されたシーケンスリード
の割合を平均±標準誤差で示す。*P < 0.05。  
A B 


















図 14. 雄性生殖細胞系列における 5-mC の局在解析。緑は 5-mC、赤は PI、そ








図 15. 雄性生殖細胞系列における 5-mC レベルの定量解析。横軸は、雄性生殖
細胞系列を示す。ステージ X のレプトテン期精母細胞 (L-SPC)、ステージ Xll
のザイゴテン期精母細胞 (Z-SPC)、ステージ l の初期パキテン精母細胞 (eP-
SPC)、ステージ V のパキテン精母細胞 (P-SPC)、ステージ Vlll の P-SPC、ス
テージ X の終期パキテン精母細胞 (lP-SPC)、ステージ Xll の減数分裂期精母細
胞 (2nd-SPC)、ステージ l の step1 の円形精子細胞 (step 1 R-SPD)、ステージ
V の step 5 R-SPD、ステージ Vlll の step 8 R-SPD、ステージ X の step10 の伸
長精子細胞 (Eg-SPD)、ステージ XII の step12 Eg-SPD、ステージ I の step13
の伸長精子細胞 (step13 E-SPD)、ステージ V の step15 E-SPD、ステージ VIII
の step16 Eg-SPD の順に示した。縦軸は、それぞれの精細胞の 5-mC と PI に
よる核染色のそれぞれの染色強度から、相対的な 5-mC の染色強度（5-mC レベ
ル）を求め、値を示した。*P<0.05、**P<0.01。 
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